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主编点评文章 

VI 型分泌系统 2 核心组分 VgrG 对禽致病性大肠杆菌 

致病性的影响 

刘新 1,2  王少辉 2  孟庆美 2  韩先干 2  许漩 2  杨登辉 2  丁铲 2  彭大新 1*  于圣青 2* 
(1. 扬州大学兽医学院  江苏 扬州  225009) 

(2. 中国农业科学院上海兽医研究所  上海  200241) 

 
 

摘  要：【目的】构建禽致病性大肠杆菌(Avian pathogenic Escherichia coli，APEC) VI 型分泌系

统 2 (Type VI secretion system 2，T6SS2)结构基因 vgrG 缺失株，研究其对 APEC 生物学特性及

致病性的影响。【方法】通过 Red 同源重组方法构建 DE719 菌株 vgrG 基因缺失株，并利用低

拷贝质粒 pSTV28 构建互补株。比较分析野生株、缺失株与互补株的生长特性、运动性、生物

被膜形成能力、黏附侵袭能力、动物致病力等差异。【结果】vgrG 基因缺失不影响 DE719 的生

长速度、运动能力及生物被膜形成能力。致病性试验表明缺失 vgrG 导致体内定殖能力及致病

力显著下降，然而对 DF-1 细胞的黏附能力增强。【结论】T6SS2 核心组分 VgrG 在 APEC 感染

过程中发挥重要作用，为了解 APEC 的致病作用提供参考。 

关键词：禽致病性大肠杆菌，vgrG 基因，致病性 
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Effects of type VI secretion system 2 core component VgrG on the 
pathogenicity of avian Escherichia coli 

LIU Xin1,2  WANG Shao-Hui2  MENG Qing-Mei2  HAN Xian-Gan2  XU Xuan2   
YANG Deng-Hui2  DING Chan2  PENG Da-Xin1*  YU Sheng-Qing2* 

(1. College of Veterinary Medicine, Yangzhou University, Yangzhou, Jiangsu 225009, China)  
(2. Shanghai Veterinary Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Shanghai 200241, China) 

Abstract: [Objective] To determine the role of type VI secretion system 2 (T6SS2) core component 
VgrG in avian pathogenic Escherichia coli (APEC), we detected the biological characteristics and 
pathogenicity of APEC vgrG gene mutant strain. [Methods] We constructed the vgrG gene mutant 
strain and complementary strain of APEC DE719 by the Red recombination system and plasmid 
pSTV28. Then we analyzed the growth curve, motility, biofilm formation, adhesion and invasion 
capacity to DF-1 cells and virulence to duck of wild-type strain, mutant strain and complementary 
strain. [Results] The inactivation of vgrG gene did not affect the growth and motility, nor the biofilm 
formation of APEC. The vgrG gene mutant showed significantly decreased survival capacity and 
attenuated virulence in ducks. However, the adhesion capacity to DF-1 cells increased. [Conclusion] 
T6SS2 core component VgrG was involved in the process of APEC infection, which would help us to 
comprehensive understand the pathogenicity of APEC. 

Keywords: Avian pathogenic Escherichia coli, vgrG gene, Pathogenicity 

禽大肠杆菌病是由禽致病性大肠杆菌(Avian 

pathogenic Escherichia coli，APEC)引起鸡、火鸡

及其他禽类的急、慢性传染病，常见发病症状主

要有关节滑膜炎、卵黄性腹膜炎、败血症，甚至脑

膜炎等[1-2]。由于 APEC 的复杂血清型及广泛的耐

药性，严重制约了养禽业的健康发展。 

病原菌侵入宿主后，在宿主体内是一个动态

的、复杂的多因素作用过程，毒力因子在致病过

程中发挥重要作用，因此阐明毒力相关基因的作用

机制对于防控相关疾病至关重要。蛋白分泌系统

与病原菌的毒力密切相关，编码细菌分泌系统的

基因簇多位于致病岛[3-6]。VI 型分泌系统(Type VI 

secretion system，T6SS)是一种接触依赖性分泌系

统，能够向邻近的细胞注射效应因子杀死竞争细

胞，从而汲取有利的营养物质。T6SS 的装置和噬

菌体的结构很相似，主要由溶血素共调节蛋白

(Hcp)和缬氨酸谷氨酸重复蛋白(VgrG)组成，并且

Hcp和 VgrG作为 T6SS的效应蛋白与 T6SS的功能

直接相关[7]，研究表明T6SS分泌蛋白VgrG可调节

多种细胞的功能。在很多致病性大肠杆菌中存在

完整的 T6SS 编码基因簇，并保持高度同源性[7]，

目前已知在 APEC中存在 3个 T6SS基因簇，分别

为T6SS1、T6SS2、T6SS3。霍乱弧菌T6SS相关蛋

白的功能研究较多[8-10]，但关于 APEC 中 T6SS 核

心蛋白的功能研究甚少，具体作用尚不十分清

楚。因此，本文构建 APEC DE719菌株的 vgrG基

因缺失株，并分析其在APEC感染过程中的作用，

为进一步研究 APEC的致病机理提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株及质粒 

APEC菌株DE719由本实验室分离自某养鸭场

病鸭，经鉴定为 O2 血清型，对禽类(鸡、鸭)具有

致病性[11]；大肠杆菌 DH5α 感受态细胞购自天根

(北京)生化科技有限公司。质粒 pET30a、pKD46、

pKD3、pCP20由本实验室保存，互补质粒 pSTV28

购自大连 TaKaRa公司。 

1.2  主要试剂和仪器 

质粒小提试剂盒购自天根(北京)生化科技有限

公司；2×PCR Mix、蛋白Marker、DNA marker购

自北京康为世纪生物科技有限公司；高保真酶、

限制性内切酶购自大连 TaKaRa公司。PCR仪购自
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ABI公司；核酸电泳仪及全自动凝胶成像系统购自

上海天能科技有限公司。 

1.3  引物设计 

根据 APEC DE719菌株 T6SS2基因岛 vgrG基

因序列[11]，设计 vgrG 基因缺失引物、缺失鉴定引

物、互补引物及 vgrG基因表达引物(表 1)，由英潍

捷基(上海)贸易有限公司合成。 

1.4  缺失株及互补株构建 

根据 Datsenko 等[12]的方法，利用 Red 同源重

组酶构建 vgrG 基因缺失株。以 pKD3 质粒为模

板，用引物 vgrGmutant-F/vgrGmutant-R 扩增含有

氯霉素抗性基因的短同源臂片段，将其电转化入

含有 pKD46质粒的 DE719感受态细胞中，挑取疑

似阳性缺失株单克隆后通过 PCR 方法，分别使用

引物 vgrGup-F/vgrGdown-R进行外侧检测，使用引

物 vgrG-F/vgrG-R 进行缺失基因内部检测，使用引

物 vgrGup-F/C1、C2/vgrGdown-R进行交叉 PCR鉴

定 vgrG基因缺失株。 

以 DE719 菌株基因组为模板，利用互补引物

扩增 vgrG基因互补片段，经 EcoR I/BamH I双酶

切后连接到 pSTV28 质粒，构建互补质粒

pSTV28-vgrG，电转化至缺失株中，构建互补株。 

1.5  VgrG 蛋白表达检测 

以 DE719菌株基因组为模板，利用原核表达引

物 vgrGexpression-F/vgrGexpression-R扩增 vgrG基

因表达片段，经过 BamH I/Xho I 双酶切后连接到

pET30a 质粒，构建原核表达质粒 pET30a-vgrG，

转化入BL21(DE3)中进行表达，纯化蛋白后免疫新

西兰大白兔，收集免疫血清。分别将野生株

DE719、vgrG基因缺失株、vgrG基因互补株在相同

条件下培养，收集菌体，制备全菌蛋白，然后通过

Western blot检测不同细菌中VgrG蛋白表达情况。 

1.6  生长曲线及运动性测定 

测定野生株 DE719、vgrG 基因缺失株、vgrG

基因互补株的生长速度及运动性，分析 T6SS 核心

蛋白 VgrG 是否影响各菌株的生长及运动特性。将

菌液按1:100接种于LB培养基(g/L，胰蛋白胨10，

氯化钠 10，酵母提取物 5)，于 37 °C、200 r/min振

荡培养，每小时取样并测定菌液的 OD600，记录并

绘制生长曲线图。将培养至 OD600=1的新鲜菌液分

别点样于LB运动平板上，37 °C静置培养12 h，测

定细菌运动直径。 

1.7  生物被膜形成能力测定 

采用 96孔板法测定野生株 DE719、vgrG基因  
 

表 1  本研究中使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 

引物 

Primers 

序列 

Sequences (5′→3′) 

用途 

Usage 
vgrGmutant-F TGCTGCATGGTGGGAATCATTTGGTCCGTGAATGAATCA

GGGAGGTCATTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 
Construction of vgrG mutant strain 

vgrGmutant-R GATTCACAGGCGTATAAAGCAAATACAATCACCATGTTT
TATATCCTGCACATATGAATATCCTCCTTAG 

vgrG-F GTGATGAGTGTGGATGTCGC Identification of vgrG mutant strain 

vgrG-R CTATCCGTTCAGATGAATATC 

vgrGup-F CGATTGTGGACATGAACCTGC Identification of vgrG mutant strain 

vgrGdown-R GGTAAGCTCATCTGCCAACGA 

C1 TTATACGCAAGGCGACAAGG Identification of vgrG mutant strain 

C2 GATCTTCCGTCACAGGTAGG 

vgrGcomplement-F CGAGAATTCGCACAGCGTGAGTTTACG Construction of vgrG complementary strain 

vgrGcomplement-R GTAGGATCCTAAGCTCATCTGCCAACG 

vgrGexpression-F GCGGATCCATGTCCTTAAAAGGTCTTCG Expression of vgrG gene 

vgrGexpression-R GTGCTCGAGTCCGTTCAGATGAATATC 

注：下划线为限制性酶切位点. 
Note: The restriction sites are underlined. 
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缺失株、vgrG 基因互补株的生物被膜形成能力。

将野生株 DE719、vgrG 基因缺失株、vgrG 基因互

补株新鲜菌液按每孔 200 μL加入 96孔聚苯乙烯微

孔板，37 °C培养 24 h。弃去培养液，用无菌 PBS

洗涤 3 次后加入 200 μL 0.1%结晶紫溶液染色    

30 min。然后用无菌 PBS洗涤 5次，自然风干后加

入 200 μL 95%乙醇，作用 5−10 min，测定 OD595，

以无菌培养基作为阴性对照。 

1.8  细胞黏附与侵袭试验 

将新鲜培养菌液用 DMEM 洗涤后，按

MOI=100 感染鸡成纤维细胞 DF-1，于 37 °C、5% 

CO2的细胞培养箱中感染 2 h，以 DMEM作为阴性

对照。无菌PBS洗涤后用0.5% Triton-X 100裂解细

胞并倍比稀释，涂平板，进行菌落计数。 

细胞侵袭试验与细胞黏附试验的感染方式相

同，感染 2 h后以无菌 PBS洗涤 3次，用含有庆大

霉素(100 mg/L)的 DMEM作用 1 h杀死胞外细菌，

然后用 0.5% Triton-X 100裂解细胞并倍比稀释，涂

平板，进行菌落计数[11]。 

1.9  动物致病性测定 

将对数生长期细菌用无菌PBS洗涤 3次，然后

重悬，以每只 1×104 CFU的剂量感染 7日龄樱桃谷

鸭，每组 8只，连续观察 7 d，记录发病死亡情况。 

测定不同菌株在樱桃谷鸭肺、肝、脾中的定

殖能力，通过气管感染 7日龄樱桃谷鸭，攻毒剂量

为每只1×108 CFU，每组10只。24 h后，无菌采取

肺、肝、脾，加入无菌 PBS 匀浆，倍比稀释涂平

板，37 °C培养过夜后进行菌落计数。 

2  结果与分析 

2.1  基因缺失株、互补株的构建及鉴定 

利用Red同源重组系统构建基因缺失株，对挑

取的疑似基因缺失株进行 PCR 鉴定，结果显示缺

失 株 无 法 扩 增 出 vgrG 基 因 ， vgrGup-F/ 

vgrGdown-R 引物外侧鉴定显示缺失株的条带为替

换了 vgrG 基因的氯霉素抗性片段，且以

vgrGup-F/C1、C2/vgrGdown-R 为引物缺失株中可

扩增出目的条带(图 1)。PCR 产物测序结果表明，

缺失株 DE719ΔvgrG构建成功。 

以 DE719 基因组为模板，利用互补引物扩增

vgrG基因互补片段，酶切后连接到 pSTV28质粒，

成功构建 pSTV28-vgrG 互补质粒，并电转化入缺

失株中得到互补株(结果未展示)。 

2.2  VgrG 蛋白表达检测 

构建 pET30a-vgrG 原核表达质粒，转化入大

肠杆菌 BL21(DE3)，结果显示表达了 VgrG-His融

合蛋白(图 2A)，纯化 VgrG蛋白后免疫新西兰大白 
 

 
图 1  基因缺失株 DE719ΔvgrG 的 PCR 鉴定 

Figure 1  Identification of mutant strain DE719ΔvgrG by PCR 
注：A：缺失株 DE719ΔvgrG外侧引物 vgrGup-F/vgrGdown-R鉴定；B：缺失株 DE719ΔvgrG交叉引物 vgrGup-F/C1鉴定；C：缺失

株 DE719ΔvgrG交叉引物 C2/vgrGdown-R鉴定；D：缺失株 DE719ΔvgrG内侧引物 vgrG-F/vgrG-R鉴定. M：DNA marker；1−2：缺

失株 DE719ΔvgrG；3：野生株 DE719；4：阴性对照. 
Note: A: Identification of mutant strain DE719ΔvgrG using primers vgrGup-F/vgrGdown-R; B: Identification of mutant strain DE719ΔvgrG using 
primers vgrGup-F/C1; C: Identification of mutant strain DE719ΔvgrG using primers C2/vgrGdown-R; D: Identification of mutant strain 
DE719ΔvgrG using primers vgrG-F/vgrG-R. M: DNA marker; 1−2: Mutant strain DE719ΔvgrG; 3: Wild-type strain DE719; 4: Negative control. 
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兔并获得免疫血清。通过 Western blot 检测各菌中

VgrG 蛋白表达情况，结果显示野生株 DE719 和

vgrG 基因缺失株中无法检测到 VgrG 蛋白，而互补

株中可以表达 VgrG蛋白(图 2B)。 

2.3  生长曲线及运动性测定 

生长曲线结果显示DE719ΔvgrG的生长速度与

野生株无显著变化，表明 vgrG 基因不影响 DE719

的生长速度(图 3A)。运动性结果显示，vgrG 基因

缺失株在 0.5%的琼脂 LB 平板上菌圈直径均为   

11 mm±2 mm (图 3B−C)，表明 VgrG不影响 APEC

的运动性。 

2.4  生物被膜形成能力测定 

生 物 被 膜 形 成 能 力 测 定 结 果 显 示 ，

DE719ΔvgrG的生物被膜形成能力低于野生株，但

差异不显著(P>0.05)，表明 VgrG 不影响 APEC 

DE719的生物被膜形成能力(结果未展示)。

 

 
 

图 2  VgrG 蛋白表达检测 
Figure 2  Dectection of VgrG expression 

注：A：VgrG原核表达；B：VgrG蛋白表达检测. 
Note: A: Expression of VgrG protein; B: Dectection of VgrG expression. 

 

 
图 3  生长曲线及运动性能力测定 

Figure 3  Bacterial growth kinetics and motility assays 
注：A：生长曲线；B：0.5% LB琼脂平板运动性；C：0.5% LB琼脂平板运动性直径. 
Note: A: Growth curves; B: Motilities on 0.5% LB agar; C: Diameter of each strains on 0.5% LB agar. 
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2.5  黏附侵袭能力测定 

黏附侵袭试验结果显示，缺失株 DE719ΔvgrG

对 DF-1 细胞的黏附能力是野生株的 1.2 倍

(P<0.05)，互补株的黏附能力回复到野生株水平。

DE719ΔvgrG 侵袭能力虽有所增强，但是差异不显

著(P>0.05) (图 4)。 

 
 

 
 

 
 

图 4  DF-1 细胞黏附侵袭试验结果 
Figure 4  Adhension and invasion capacity of APEC to 
DF-1 cells 
注：A：相对黏附率；B：相对入侵率. 
Note: A: Relative adhesion; B: Relative invasion. 

2.6  致病性测定 

动物攻毒试验结果显示，APEC菌株 DE719、

DE719ΔvgrG、DE719CΔvgrG对雏鸭的致死率分别

为 100% (8/8)、62.5% (5/8)、75% (6/8) (图 5)，并

且野生株 DE719 攻毒组的雏鸭死亡时间更早，表

明 vgrG基因缺失导致DE719对樱桃谷鸭的致病力

减弱，互补株的致病力部分回复。 

2.7  体内载菌量测定 

体内载菌量统计结果显示 (图 6)，缺失株

DE719ΔvgrG 在肺、肝、脾中的定殖能力均明显低

于野生株(P<0.05)。虽然互补株的定殖能力高于缺

失株 DE719ΔvgrG，但差异不显著(P>0.05)，且其

未完全回复到野生株水平。 

3  讨论 

APEC 属于肠道外致病性大肠杆菌，可定殖于

禽类不同组织器官中，引起败血症等多种病变，

并因其复杂血清型与耐药性进化愈来愈难以防

治，给养禽业造成巨大经济损失。分泌系统广泛

存在于致病菌中，其中 T6SS 存在于超过 1/4 的细

菌中[6-7,13-14]。研究证明 T6SS存在 4种保守蛋白，

其分别是：Hcp、VgrG、细胞内增殖蛋白(IcmF)和

细胞器运输蛋白质(DotU)，其中 Hcp与 VgrG既是

分泌蛋白又是结构蛋白[8,15]，然而大多数 T6SS组成

蛋白的功能尚不清楚。T6SS 与许多细菌的致病性 
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图 6  组织载菌量测定 
Figure 6  Bacterial loads in lungs (A), livers (B) and spleens (C) of infected ducks at 24 h post-infection 

 
相关，在细菌与宿主、细菌与细菌之间相互作用

过程中发挥重要作用[16-17]。在APEC基因组发现了

3 个不同 T6SS (T6SS1、T6SS2、T6SS3)，其中

T6SS1、T6SS3 与肠黏附性大肠杆菌的 T6SS 相

似，而 T6SS2 与新生儿脑膜炎大肠杆菌(Newborn 

meningitis E. coli，NMEC) RS218的 T6SS具有很高

同源性[18]。在 APEC 中 T6SS1 核心组件 ClpV 和

Hcp在参与肌动蛋白在上皮细胞重排。NMEC菌株

RS218的 T6SS核心组件Hcps在侵袭人脑微血管内

皮细胞，如黏附和侵袭人脑血管内皮细胞、细胞

因子和趋化因子的释放、细胞凋亡等过程中发挥

重要作用。但是，T6SS3缺少几个关键基因而不具

备分泌功能 [19-20]。我们前期研究表明 DotU 对

APEC T6SS2 的分泌功能发挥重要作用，缺失

DotU导致 APEC DE719不能分泌效应因子 Hcp1，

从而导致毒力降低[11]。因此，本文构建 vgrG 基因

缺失株，并分析其生物学特性，从而了解 VgrG 在

APEC感染过程中的作用。 

T6SS 属于接触依赖型分泌系统，在体外培养

过程中 T6SS 组分的转录及表达量较低，但在感染

宿主细胞过程中 T6SS 表达量增高，从而有利于细

菌的感染及致病 [13-14]。我们前期通过荧光定量

PCR 检测在 LB 培养基中不同 APEC 菌株的 vgrG

基因转录水平，结果显示 vgrG 基因转录水平较低

(ΔCt=5.75)，与其他报道一致。本研究中通过

Western blot 无法检测到野生株中 VgrG 蛋白的条

带，其可能原因是野生株中 VgrG 蛋白表达量太低

所致。缺失株无法检测到 VgrG 蛋白，互补株可以

检测到 VgrG 蛋白进一步说明基因缺失株和互补株

构建成功。通过荧光定量 PCR 检测野生株

DE719、vgrG 基因缺失株与 vgrG 基因互补株中

vgrG 基因上下游基因转录水平发现，vgrG 基因缺

失并不影响上下游基因的转录，说明 vgrG 基因缺

失对其上下游基因不存在极性作用。 

生长曲线、运动性试验及生物被膜试验结果

表明，vgrG 基因不影响 APEC DE719 的生长速

度、运动能力及生物被膜形成能力，与 T6SS 核心

组分 vgrG 基因的功能一致[21]。并且，VgrG 对

APEC DE719的抗环境耐受力(酸、碱、H2O2)无明

显影响(结果未展示)。自然条件下，APEC 感染宿

主时首先定殖于呼吸道，经肺进入血液循环扩

散，最终导致组织器官发生病变。本研究通过模

拟自然感染方式感染雏鸭，体内载菌量结果显示

vgrG 基因缺失株在肺脏、脾脏、肝脏中的定殖及

存活能力显著低于野生株，互补株的定殖及存活

能力部分恢复。解剖发现感染 DE719 的雏鸭肺脏
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病变明显，而缺失株DE719ΔvgrG感染组雏鸭肺脏

的 病 变 较 轻 或 无 肉 眼 可 见 病 变 。 缺 失 株

DE719ΔvgrG 的体内载菌量减小，不能引起雏鸭发

病且发病日龄晚于野生株，致病力降低。 

细菌黏附定殖对病原菌感染至关重要，是其感

染宿主的第一步。细胞黏附试验表明缺失株

DE719ΔvgrG对 DF-1细胞的黏附能力高于野生株，

其原因可能是 VgrG 缺失导致 T6SS2 结构发生改

变，使其他黏附相关因子暴露于细菌表面。另外，

病原菌对宿主的致病性是个复杂、动态的过程，影

响因素众多，而细胞黏附仅仅是其中一个因素，也

有可能导致致病性试验结果和细胞黏附试验结果

的不一致性。研究发现，NMEC的 T6SS通过分泌

效应因子 Hcp1发挥致病作用，但 hcp1缺失株对人

脑微血管内皮细胞的黏附能力显著高于野生株，分

析发现效应因子 Hcp1 通过诱导肌动蛋白细胞骨架

重排、诱导细胞凋亡及白细胞介素-6 和白细胞介  

素-8的释放发挥致病作用[20]。因此，APEC在感染

宿主细胞时有可能利用 T6SS2将效应分子 VgrG分

泌至细胞内，从而发挥致病作用，其具体机制仍有

待进一步的研究。 
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